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Beschrtibung 

Vtffahren zur Herjtellung von Uposomwi und/oder biologischar Zell«n, dl« li\h*Its«to«a •ingeschlossen haben. 

lowie'dereiTVerwendung 



Die Erfincung beirifft den in den Patentanspru- 
c^en genannten Gegenstand. d.h. ein Vertaftren zur 5 
Hersteilung von Uposomen und/oder btologiscfier 
Zeilen. die wahrend der Herstetlung extern zuge- 
setzie Substanzen aufnehmen. In betden Fallen 
trfoigt die Substanzautnahme unter scttonenden 
Bedingungen. Die beladenen Uposomen und/oder to 
Zeilen sind ais zietgerichtete Pharmakatrager geeig- 
net. 

Uposomen sind aus Upldmolekulen. vorzugswei- 
se Phospholipiden. aufgebaut. Oiese biiden im 
wassrigen Medium spontan Upiddoppelschichten l$ 
aus. die geschlossen und tamefienanig angeordnet 
sind. Bne Oder meftrere Lamellen trennen das 
innere Kompartment von der iuSeren Ldsung. Die 
poiaren hydrophiien Kopfgruppen der Upide (z.6. 
Ethanoiamin beim Cephalin. Cholin beim Lecithin) 20 
zetgen zur Wasserphase hin. die unpolaren hydro- 
phoben Fertsaurereste sind ins Innere der Uppid- 
doppelschicht gerichtet. Die Doppelschicftten sind 
zwei Moiekullagen Oder 4 bis 5 nm dick. Man 
unterscheidet die Uposomen nach ihrer GraSe und 25 
AnzaW der Lamellen und spricht von Weinen. 
unilamellaren (small unilamellar vesicles (SUV)) mit 
Radian bis zu 100 nm, groBen unilamellaren (large 
unilameiler vesides (LUV)) mit Radien gr6Ber als 100 
nm sowie multilamellaren Uposomen (multilamellar 30 
vesicles (MLV)). »n wissriger Phase legem sich 
Phospholipide ohne Zutun zu multHameOaren Upo- 
somen zusammen, bei denen zwiebelartig mehrere 
Uppiddoppelschichten durch Wasserschichten ge- 
trennt angeordnet sind. 35 

Die Ausbildung lamellar angeordneter Upiddop- 
pelschichten ist eine Folge der Balance physikali- 
scher Krafte und sterischer Effekte. Die Upiddoppel- 
schicht formt auch den Bildungsblock der Plasma- 
membranen, die biologische Zeilen umhuUen tind bei 40 
denen ais zweiter Baustein Proteine in die Upidma- 
trix eingelagen sind. 

Die physikalischen und phyaiologischen Eigen- 
schaften von Uposomen sind durch deren Uptdzu- 
sammensetrung. GrflSe. Temperaiur. pH, An und 45 
St&rke des Puffers. Kerstellungsbedingungen, Hi- 
stone und Alter bestimmt. Die Ven^endung'von 
Uposomen, die mit Arzneimittetn beladen wurden. 
hat in der Oiagnostik und Therapie groSes Interesse 
gefunden. Uposomen erdffnen ais ztelgerichtete SO 
Triger von Pharmaka neue Diagnose- und Therapie- 
formen (s. Z.B. R. Uwaczeck 'Uposomen ais 
ztelgerichtete Pharmakatrager*. Deuuche Apothe- 
ker Zeitung 127.. 1771-1773 (1987). MJ. Ostro 
'Uposomes*. Sci. Am. 256. 90-99(1987)). Fur phar- 55 
mazeutisC^e Zwecke sind die PermeabiQtit der 
Uptdmembran und die Stabilitit der Uposomen von 
Interesse: physiotogisch ist zudem die Fusogenitit 
und die Kinenk der Zeilaufnahme wic*itig. 

Aufgrund des breiten Interesses gibt es eine SO 
Vielzani von Verdffentlichungen. die sich mit der 
Physik. Chemie. Bioiogie. Hersteilung und Vertven- 
dung von Uposomen befassen. En kurzlich erschie- 



nener Ubersichtsartikel mit pharmazeutischer Aus- 
richtung wurde von 0. Uchtenberg und Y. Barenhoiz 
('Uposomes: preparation, characterization, and 
preservation' in Methods of Biochemical Analysis 
Vol. 33, 337-462 (1988)) publiziert. Die Verwendung 
von Zeilen aJs Pharmakatrager wurde u.a. von C. 
Nicolau und Mitarbeitem beschrieben (*Resealed 
red blood cells as a new blood transfusion product', 
Biblthca haemat. 51. 82-91 (1985)). 

Zur Hersteilung uni- und oligolamellarer sowie 
beladener Uposomen wurden verschiedene Straie- 
gien entwickelt (referiert bei Uchtenberg & Baren- 
holz). die schematisch klassifiziert wercen konnen 
ais 1. physikaltsche Zerschlagung durch Scherkrafte 
und Z chemische Desintegration durch •Helfermole- 
kule' der sich spontan bildendenden multilamellaren 
Uposomen. Die Anwendung von Scherkraften is: 
beim Einschlufl labiler Substanzen nichi geeignet. 
Helfermolekule stehen in Form von Detergentien 
Oder organischer Losungsmittelmolekule zur Verfu- 
gung. Mit deren HUfe werden Nicht-Dcppelschicht- 
Aggregate der Upidmolekule (meist Mizeilen) aus- 
gebildet. Das Entfemen der Helfermolekule fuha 
wieder zu den sich spontan bildenden liposomalen 
Doppelschichten und zur gleichzeitigen Aufnahme 
zugesetzter Substanzen. Die vollstandige Entfer- 
nung der Oetergenzmblekule Ist oft schwierig, 
zudem kann bei proteinhaltigen EnschluSmolekulen 
eine ungewunschte Denaturierung hinderlich sein. 
Die Aufnahme durch btoiogtsche Zeilen kann durch 
hypo-osmolares Aufbrechen (Lyse) der Zeilen mit 
nachfolgender Einstellung der Isotonie Oder durch 
elektrisch induzierte Porenbildung erreicht werden. 
Dabei werden extern vorhandene Substanzen auf- 
genommen und wihrend des VerschlieSens der 
Membran verkapselt Bne schonende Lyse unter 
isotonen. detergenz- und spannungsfreien Bedin- 
gungen ist biaher nicht bekannt. Es besteht dem- 
nach ein Bedarf an einem Herstellungsverfahren fiir 
inhaltsstoffe-wthaltende Uposomen und/oder bio- 
logische ZeOen. das die obengenannten Nachteile 
nicht aufweisL Diese Aufgabe wird durch die 
vorliegende Eftindung geldsL 

Es wurde nun gefunden. daB eine liposomale 
und/oder zeliulftre Aufnahme von Substanzen, vor- 
zugsweise Pharmaka fur therapeutische und diagno- 
stlsche Zv««cke. uberraschenderweise auch durch 
die Anwendung gasffirmiger Helfermolekule en^ichi 
werden kann. Dieses Vertahren weist nicht die 
Mingel der oben skizzierten Herstellungsverfahren 
auf. Bei diesem neuen Wrf^hr%r\ wird die w4flrige 
Upid- Oder ZeiJsuspension. die neben den Upiden 
Oder Zeilen die einzuschUeflende Substanz enthiit. 
erfindungsgemiB mit einem Gas versetiL Es kom- 
men Gase mit •detergenzahnlichem Effekt* infrage. 
d.h. Gase, die Im Gegensatz zum hydrostatischen 
Oruck die Ordnung der Upidmolekule mit steigen- 
dem Druck emiedrigen und/oder zu einer Solubili- 
sienjng der Membran fuhren. Es v»rird bei dem 
jeweils angewendeten Druck die Einstellung des 
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ger Urri- ccer Zeils-.-scerjicn arsewane:. Oie 
ver,venc5;:an Gase .xuss«n cnemiscn hins;cn::;cn 
Cer Lipicfe 'jnc oer Wasserpr.ase iner: sein und nicnt 
wie Kcaerc:cxid ocer Afrrr.omak eme Wecnselwir- 5 
icung rr.:: Wasser emgsr.er.. Vocugsweise kcmni 
cie VerA^encung leicni har.cf.afcbafer. tecfinisch rjf 
Ver^ijgup.g srenercer Gase. die ketnen toxiscnen 
RucKzrar.c hintertasser! in einem Crjck^ereicn bis 
zu 1 ceo bar. vorzugsweise :ts zu 2C0 bar infrage. £:n 
Ut erscMf eiien der Siecftj<wrve tm p. T-Oiagranm tn 
oen 'lussige.n Zus:anc kar.n voneilhaft sem. Geetg* 
nete Gase smd vorzugsweise Lachgas (NjO), Haioi- 
han. Argon. Xenon. Scnwefeihexafluorid (Srs). Alka- 
ne vv:e Methan. E:han. Propan. Butan. Hexan. 75 
Hesian. Alkene wie £:hen. Propen. Buten. Hexen. 
Hapten. Bei Lachgas wira tin Oruck bis 53 bar 
gewanit. wie er in tec.'tniscnen Druckflaschen zur 
Verfugung steht. Fur cie Tempera:ur stent der 
Bereicn zwischen dem jewefligen Gefrier- und 20 
Siesecunkt zur Verfugung. vorzugsweise 0* bis 37* 
C. Die genannten Gas.Ticie.'tuIe uben einen 'deter- 
genzanniichen* Effek: aus und fuhren zu einer 
Offnung und'oder Scluciiisierung der Lipiddoppel- 
scfticni und/oder Memcran. Wahrenc der Entspan- 2£ 
nungscnase biiden sicr. sscntan neue Uposomen 
aus bz%v. versc.'"Jie(3en cie Memfcranen wieder. so 
dad die zugesetzten Sccstanzer^ aufgencmmen 
sine. D:eser Prozeil kann zykiiscn wiederholt wer- 
den. Bdi Uposomen is: eme Einengung der Uposo- SC 
mengroGe uber eine Cruckentspannung auf Atmo- 
spharendruck durcfi grooenseiekiive Trennfiiter 
mogiicn. Die Upidzusammensetzun; der Uposomen 
kann je nacn therapeuttsc^em und/cder diagnosri- 
scnen Nutzen und nacn dtm Zieiort optimiert 35 
wercen. Bei den bioiogischen Zellen kommen neben 
den 2s!len der Bluibahn wie Hrythrocyten. Leukccy- 
ten. Lympnocyten unc Thrcmboc/ten vorrugsweise 
Zellen. die in Kultur gehaJ:en wercen. in/rage. 

Die Voneile der Uposcmennerstellung und Zeflbe- 40 
ladung mit dem 'Gashelfer-Verfahren* Uegen auf der 
Hand: 

Oas Verfahren tst tecnniscn leicht zu reaiisieren und 
kostengunsttg. 

Die Gasmotekule werden im Gegensaa zu den 4S 
herkbmmlichen Oetergenzmolekuien leicnt cntfemt. 
Wegen des inerten Charakters und der nur in Spuren 
zunickbleibenden Mengen spiett die Toxizitat der. 
ver^vendeten Moiekule - wenn ubemaupt - etne un- 
tergecrcnete Rolle. SO 
Vonetinaft ist das Arceiten bei physioiogiscnen 
Temceraruren Oder darjnier. 
Die Anwendung der iner*gase in cem genannten 
OrucKcereicn ist mcnr scr.acigene fur die meis:en 
Substanzen Oder Zetlen. £5 

Oas Verfanren ist zur liposomaJen und zeilufaren 
Addition. InKorporanon unc/oder Substitution hy- 
dro- una tipcphiler Subs:anzen geeignet. 

Die aeiadenen Upossmen konnen oberflicnen- 
mccifiziert uno ais z:e<* Oder organspeziftscne $0 
PharmaKatrager ocer r.^^arrr.akaspetcfter verwencet 
wercen. 



Beispiete 

Beispiel 1: 20 mg Oirnynsrcy -.ac:;?*'.-. -.vo^- 
cen m i ml CMicrcfcrm aufgsr.cmmen. C r 
L3sung wird in das Cruckgefou rs^efcen Cs5 
Chloroform wire mi: -acrge.-efnic"** Snc-s::" 
unc nacnfoiger.c i;r.:e: Vaxuum azcecamr:: : 
m.i Wasser entr.aiter.c : mM Car;cx>'f:uoresc£ r. 
(gereinigt unc asjs £:r.anot umKristaiiisien'. IZ 
mM Tns HC auf piH 6 emgisia;!!. werce- 
emgefullt. COj unc C: wercer jur:.-. Spule*" fr.,: 
t^cngas ausgerriecer.. Cas Cr-cxgefaiJ v,,:z 
versc^^icssen unc cin Lachgasdr.:x von £C zir 
bei Raumtemperatur angeieg:. Cie Losung wir= 
O.S Stunden geschureit. danacr. wird !ar;s2.r. 
und isotherm auf Atmcspharencruck er.:- 
spanni. Der Vorgang wird c mai wiecerhoit. C-^e 
Losung wird aus cem Druckgers? genom.fr:e.- 
und rur Entfemung des extern vorhand6.:er. 
Carboxyftuoresceins uber einen Antonena'js- 
tauscher gegeben. Die Uposom.eniraktion er;- 
halt den eingescnJcssenen Parcstcff unc kar.r. 
fur Fiuoreszenzsrucien eingesetr: werder. 

Beispiel 2: wie Eeispie) 1. ansieile >/cr 
Dimyhsioyl-Lecithin werden 2C0 mg einer 4 . : 
Mischung aus Eigeitiecithin urc Choiesisr:.-. 
genommen. Caracxyfiucresceir. wrd durcr. 2C 
mM Gadolinium-DTPA als MR-Kontrastmitis. 
ersetzt. Die ernalter.en Uposomen konnen m 
oer MR-Oiagnostik emgesetzt wsrcen. . 

Beispiel 3: Herstellung von Erythrocyter. 
Oder Erythrocyten-Gftosts. die mit Carboxyfluo- 
rescein betaden sine, unter blutisotcnen Bectn- 
gungen. 

Frisches Rinderblut wird 3 mal in FES Puffer pH 
7.4 gewaschen und bis auf die Erytnrocyten von 
anceren Bestandteiien befreit Die dunkeircte. 
trube Erythrocytensuspension w:.-d mit PES 
Puffer, der Carbcxyfluorescein enthalt. ver- 
dunni. so dai3 die Kcnzentraaon ces Carboxy- 
fluoresceins ^0'^ M betrigt. Die L5sung wtrd in 
eine DruckmeBzelle gegeben. Nach Spuien mit 
N2O werden 50 bar N2O bei 37* C angelegt. 
geruhn und die optische Oichte bei 675 nm 
verfolgt. Zwischen 4C0 und 6C0 min tritt Lyse 
der Zellen ein. deutlich sichtoar durch den 
typisch sigmoiden Abfall der optischen Oichte. 
Referenzmessungen unter Atmcspharendruck 
Oder 50 bar hydro statischem Oruck zeigen bis 
zu 18 Stunden keine Lyse der Erytnrccyten. Die 
Losungen wercen langsam auf Atmcspharen- 
druck entspanni una unter dem Mikroskop in 
Durchsicht und Fiucreszenz untersucht. Die 
Erythrocyten zeigen vor und nacn Lyse das 
typiscn discoice Acssahen. Nicnt-iysiene Ze;- 
len (Kontrotlen) entnaiten im Gegensatz zu den 
zwischenzeitlich tysierten kein Carroxyfluo res- 
cein. Die Zeimucresrenz ist aucn nacn extensi- 
vem Waschen unve.'inden sicr.tcar. Es is: 
damit offensicntlic-.. daB die Erytnrccyten cen 
Farastoff im (ysieren Zustand unter isotonen 
Bedingungen aufgenommen hacen und wah- 
renc der Entscannung wiecer vers:ec;eit wur- 
den. 

Beispiel 4: Wie Setspeii 3. nur werce.-. 
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£c.-.afery:hrocyten ansteile cer flindererythro- 
c/ten in 2 mM KH^PO*. 9 mM Na2HP04. 3 mM 
— Ka.-137 mM NtO pH 7.5 wwtndet-Oit Uyse 
tnn r^schen 55 bis 70 min tin. Die Ergebnisse 
sine mil denan aus Seispiat 3 varglatcttbar. 

Patantanspruche 

1) Verfahren rur Heratellung inhaitsstoffe- 
anmaitender Uposomen und/oder biologiacher 
Zailen, dadurch gekannzaichnat, daB Uposo- 
men Oder biologischa Zellen in wUrigem 
Medium mit Inertgasen, die mit steigendem 
Oruck zu einer zunehmenden Abnahma der 
Upidordnung fQhren, im gasfdmnigen Oder 
flussigen Zustand unter Zusaa der gewunsch- 
ten infialtsstoffe unter Oruck behandelt werden 
und anschlieBend eine Omckentspannung aof 
Atmosphirendruck vorgenommen wird. 

2) Verfahren nach Anspnjch 1. dadurcti 
gekennzeichnet. daB die von den Uposomen 
Oder biotogischen Zellen aufgenommenen tn- 
haiisstoffe Pharmakasind. 

3) Verfahren nach Anspruch 1, dadurch 
geKennzeichnet. daB als Inertgase Lachgas 
(N2O), Halothan, Argon. Xenon. Schwefelhexa- 
fluorid (SFs). Alkane wie Methan. Ethan, Pro- 



pan. Butan. Hexan. Heptan. Alkene wie Ernen. 
Propen. Buten. Hexen, Hepten und/oder deren 

4) Verfahren nach Anspruch 1. dadurcn 
5 gekennzeichnet, daB tin Oruck bis zu 1000 bar. 

vorzugsweise bis zu 200 bar verwendet wird. 

5) Verfahren nach Anspruch 1. dadurch 
gekennzeichnet. daB zur Oruckentspannung 
die Uposomensuspension durch grdSenselekti- 

70 ve Fiiter gedruckt wird. 

6) Verfahren nach Anspruch 1. dadurch 
gekennzeichnet. daB die tnhaltsstoffe tftkorpo- 
nert. addiert und/oder substituiert werden. 

7) Verfahren nach Anspruch 1, dadurch 
r5 gekennzeichnet. daB die biologischen Zellen 

Zellen der Blutbahn wte Erythrocyten. teucocy- 

ten. Lymphocyten und Thrombocyten sind. 
8} Verfahren ruch Anspruch 1« dadurch 

gekennzeichnet daB die biologischen Zellen 
20 Zellen sind. die in Kultur gehaiten werden und 

die pflanzlichen und/oder tierischen und/oder 

mikrobieilen Ursprungs sind. 
9) Verwendung der nach Anspruch 1 herge- 

steilten Uposomen und/oder biologischen Zei- 
25 len als Vehikel fur den Transport und/oder 

Speicherung von Pharmaka fur diagnostische 

und/oder therapeutische Zwecke. 
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